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研究課題名  細胞死過程の細胞形態および表面微細構造のナノスケール観察 
研究成果の概要 
研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用
紙を追加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティ
ング入門」に従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつける
こと。） 
・研究目的 
 自発的細胞死は多発性硬化症、筋萎縮性側索
硬化症などの難病のきっかけとなり、盛んに研
究が行われている。最近では、Mixed Linage 
Kinase Domain-Like Protein(MLKL)というタンパ
ク質が、図１にのように細胞脂質膜中にイオン
チャネルを形成することで自発的細胞死が進行
するという分子機構が提唱されている[1]。しかしながら、このイオンチャネルのナノスケール観察は
まだ行われておらず、細胞膜中でのイオンチャネルの局在や動態、ナノスケール構造は不明である。
一方で高速原子間力顕微鏡(高速 AFM)は生体分子のナノスケールイメージングが可能である[2]。そこ
で本研究は、このイオンチャネルを高速原子間力顕微鏡で観察することで、イオンチャネルの開口を
定量的に解析し、自発的細胞死の機構を詳しく解明することを目的としている。 
・研究計画と方法 
本研究の目的を達成するため以下の手順で研究を進める。 
【1】 AFMガラスステージ上における細胞培養 
高速 AFM で生体試料を観察するためには、高速 AFM 専用
の、直径 1.5 mm の AFM ガラスステージ(以下、ステージ)上に
試料を置く必要がある。そこで死細胞の高速 AFM 観察を行う
ために、図２のように細胞をステージ上にて直接培養する。ス
テージには Poly-L-Lysine(PL)コーティングを施し、細胞をステ
ージ表面に接着・安定させる。さらに、細胞が状態よく、均一
に伸展するための PLと細胞溶液の条件検討を行う。 
【2】 光学・蛍光顕微鏡下での細胞死過程の観察 
図 1：死細胞表面における MLKL イオ
ンチャネルの形成 
図 2：ステージ上での細胞培養 
細胞 ／ 培蓑溶液など
AFMガラスステージ
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実際の細胞の細胞死の条件を検討するためシャーレ上で動物細胞(Hela 細胞)を培養する。細胞死誘
導試薬として、アポトーシスでは Staurosporine(STP)、ネクローシス(試薬で誘導される場合、厳密には
ネクロトーシスと呼ばれる)では TNFαと zVADを培養細胞に投与し、蛍光標識 FITCを付けたAnnexin 
V(Annexin V:FITC)と Propium Iodide(PI)を用いて蛍光顕微鏡下で培養細胞を観察することにより、状態
変化や経過観察を行う。これにより、試薬濃度や時間スケールなどの条件を確立する。 
【3】 AFMによる細胞死過程の観察(計測) 
上記で得られた条件をもとに AFM 観察を行う。細胞を観察中に Annexin V を投与し、細胞表面の
構造をナノスケールで可視化する。また各細胞死誘導試薬を投与し、細胞表面の構造変化を観察する。
Annexin V を手掛かりとして、生・死細胞の構造比較を行うと共に、死細胞表面の構造を詳細に解析
する。また、細胞の弾性特性の比較なども行うことで、死細胞表面のナノスケールでの構造的特徴や
物理的特性を明らかにする。 
・研究経過 
【1】 ステージ上における細胞培養 
 ステージを 2 μL のPL でコーティング
した後、50 μLの細胞溶液を投与し培養を
試みたところ、全ての細胞が球状のまま乗
っていたり、ステージの淵で PLが捲れあ
がったりしていた(図 3(a)・(b))ので、PLの
量と細胞溶液の濃度条件を検討した。ステ
ージに投与する PL の量を 0.7 μLに減らしたところ、PL の捲
れ上がりはなくなった。また、一度に投与する細胞溶液の量が
多いと、細胞はステージの周りへと拡散していった。そこで細
胞溶液を高濃度(初期の 8 倍程度)にした上で、投与量を 5 μL
に減らし、ステージに垂らす液滴の大きさを小さくしたとこ
ろ、多数の細胞をステージ上に留め、良好な状態で均一に伸展
させることに成功した(図 4)。  
【2】 光学・蛍光顕微鏡下での細胞死過程の観察 
 まず、細胞死が誘導され、蛍光顕微鏡下で検出できることを
確認するための実験を行った。35 mm Dish 内にて Hela 細胞を培養し、STP(終濃度 1 μM)を投与した
のち、37℃で 2時間インキュベートし経過観察を行った。STP 投与直後、1時間後、2時間後における
細胞の様子を図 5に示す。時間が経過するにつれ細胞の伸展がほどけ、丸まっていく変化が伺えた。
続いて細胞を蛍光溶液(5 μL Annexin V:FITC(FITC), 195 μL Binding Buffer)に浸し、蛍光顕微鏡下で観
察を行った(図 6)。結果として、細胞の FITC による蛍光を観察でき、アポトーシス誘導がなされたこ
とを確認できた。 
図 3：ステージ上での細胞培養の失敗 (a)球状の細胞 
(b)PLの捲れ上がり(矢印)。破線はステージの淵を示す。 
図 4：ステージ上の細胞培養の成功。
破線はステージの淵を示す。 
図 5：Hela 細胞死誘導の光学顕微鏡観察(観察時の溶液：2 mL DMEM, 1 𝛍M STP) 
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 次に、細胞に STP を投与して 1.5 時間インキュベートし、細胞を Annexin V:FITC と PI で処理(5 
μL FITC, 10 μL PI, 185 μL Binding Buffer)したのち、蛍光観察を行った。結果を図 7に示す。 
ここで、 FITC と PI の染色原理を図 8 に示す。初期アポトーシスにおいて露出した
Phosphatidylserine(PS)と Annexin V:FITC が結合し、FITC による緑色の蛍光を示す。一方、PIは後期ア
ポトーシスまたはネクローシスにおいて
細胞膜を透過し核と結合し、赤色の蛍光
を示す。両者の蛍光標識による細胞の染
色・蛍光を比較することで、初期・後期ア
ポトーシス/ネクローシスを識別できる。
図 7 中の細胞は FITC と PI の両方に染色
されているため、後期アポトーシスにあ
ることがわかる。このセルカルチャーに
おいて FITC のみで染色された細胞は確
認されず、ほぼすべての細胞が後期アポ
トーシス、或いはネクローシスの状態に
あったと考えられる。 
そこで続いての細胞死誘導で、STP 投与からのインキュベート時間を 30 分に縮め蛍光観察を行っ
た(図 9)。染色された細胞の数は 1.5 時間インキュベートしたときよりも少なく、FITC のみに染色さ
れた細胞も観察され、初期アポトーシスを確認した。以上から、二種の蛍光標識 FITC、PI を用いる
ことで、Hela 細胞の初期アポトーシスと後期アポトーシスの識別ができることが確認できた。また、
細胞死過程にある細胞は時間が経つにつれ増加し、初期アポトーシスが確認できるのは、STP 投与よ
図 6：Hela細胞死誘導(STP 処理より２時間)の蛍光顕微鏡観察 (a)明視野像 (b)FITC蛍光像。図中白
丸は(a)(b)で対応している。(観察時の溶液：5 𝛍L Annexin V:FITC(FITC), 195 𝛍L Binding Buffer) 
図 8：Annexin V:FITCと PIによる
アポトーシス検出 
 
図 7：Hela細胞死誘導(STP処理より 1.5時間)の蛍光顕微鏡観察 (a)明視野像 (b)FITC蛍光像 (c)PI
蛍光像。同箇所の細胞の観察。(観察時の溶液：5 𝛍L FITC, 10 𝛍L PI, 185 𝛍L Binding Buffer) 
 
(b) 
.- . 
アポトーシス誘導前 初期アポトーシス 後期アポトーシス
ネクローシス
± t. 
I 
lU I I 
゜． ~ 核ヽとPl結合 ！FITC(緑） 染色なし FITC(緑）染色される FITC(緑）とPl(赤）の両Pl(赤） 染色なし )jに染色される
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り 30分程度であることが検討できた。 
 
【3】 ステージ上での蛍光観察 
 極小なステージ上で蛍光顕微鏡により死細胞を検出す
るための前段階として、ステージ上で蛍光観察が可能か
検証した。ステージ上の培養細胞を蛍光標識 CellMask 
Greenで染色し、蛍光顕微鏡で観察した(図 10)。励起光の
ステージを通過するためにステージ淵に散乱光が見える
が、細胞が蛍光し、輪郭が明瞭にわかる。ステージ上でも
充分に蛍光観察ができた。 
【4】 ステージ上での細胞死誘導 
 極小のステージ上で細胞死誘導が可能か検証するために、ステージ上に直接培養した細胞に STP(終
濃度 1 μM)を投与し、死細胞の蛍光検出を行った (図 11)。ステージで蛍光観察を行う際、励起光が蛍
光標識に照射されるまでステージ内を通過するために散乱され、バックグラウンド光が強くなった
が、FITC と PIによる細胞の蛍光が認められた。図 11中の矢印で示された細胞は FITC のみ、白丸で
囲われた細胞は FITC と PIの両方に染色されており、前者は初期アポトーシス、後者は後期アポトー
シス・ネクローシスにあるとわかる。ステージ上において細胞死を誘導し、かつ初期アポトーシスと
後期アポトーシスを識別することに成功した。 
図 10：ステージ上培養細胞の蛍光観
察(a)明視野像 (b)蛍光像（実線:ステー
ジ淵破線:細胞 点線:散乱光） 
観察例１ 
観察例２ 
図 9：Hela細胞死誘導(STP処理より 30分)の蛍光顕微鏡観察(2) (a)明視野像 (b)FITC 蛍光像 
(c)PI蛍光像。同箇所の細胞の観察。(観察時の溶液は図７と同上) 
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【5】 蛍光顕微鏡を用いたカンチレバーの細胞へのアプローチ 
高速 AFM の装置に組み合わせた蛍光顕微鏡を用いて、
ステージ上に培養した Hela 細胞を観察した。この実験で
は、CellMask Green により細胞を蛍光染色したのち、ステ
ージを高速 AFM装置に移し、蛍光観察を行った。その後、
蛍光している細胞に対しカンチレバーをアプローチした(図 12)。【3】までで使用していた蛍光顕微鏡
では励起光がステージを通って細胞に照射されるのに対し、高速 AFM の装置では構造上、励起光が
直接ステージに当たるので、散乱光が生じず、細胞の蛍光が鮮明に観測できる。FITC と PI 染色され
た死細胞も、この装置で蛍光観察しながらカンチレバーをアプローチし、さらには高速 AFM で観察
できることが期待される。 
 
・研究成果 
 本研究では、自発的細胞死の過程において細胞表面に現れる MLKL イオンチャネルのナノスケー
ルイメージングを目指して、始めに自発的細胞死のなかでもアポトーシスの高速 AFM 測定に焦点を
合てた。死細胞の高速 AFM 測定に向け、複数の検証と条件検討を行った。具体的には、STP により
Hela 細胞を細胞死状態に誘導し、FITC と PIを用いて蛍光顕微鏡下で死細胞を検出した。さらには、
面積の極めて小さい AFM ガラスステージ上にて細胞を培養し、かつ細胞死を誘導・検出することに
成功した。また、蛍光顕微鏡の組み合わさった高速 AFM 装置にて、蛍光染色した細胞を観察しつつ
カンチレバーをアプローチさせることができた。今後、本研究の以上の結果を活用して、実際にアポ
トーシス死細胞の高速 AFM 測定に挑戦する。 
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図 12：高速 AFM装置におけるステー
ジ上細胞の蛍光観察。破線はカンチレバ
ー、点線はステージの淵である。 
 
図 11：ステージ上での細胞死誘導 (a)明視野像 (b)FITC 蛍光像 (c)PI蛍光像。破
線はステージの淵である。(観察時の溶液：4 mL DMEM) 
 
